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 O diabetes mellitus é uma doença crônica caracterizada pela hiperglicemia. 
Além de todas as complicações decorrentes da doença, também existem 
comorbidades importantes que prejudicam ainda mais a saúde do paciente. Entre 
eles, a depressão é a comorbidade psiquiátrica mais estudada associada ao 
diabetes mellitus. Os medicamentos de primeira linha usados para tratar a 
depressão associada ao diabetes são os antidepressivos, embora muitos pacientes 
sejam resistentes ou refratários a esses medicamentos. Além disso, esses 
tratamentos podem alterar a glicemia e até mesmo interferir nas drogas 
hipoglicemiantes. Sabe-se que o óleo de peixe (OP), rico em ácidos graxos poli-
insaturados da família ômega-3 (AGPIs n-3), ácido eicosapentaenóico (EPA) e ácido 
docosahexaenóico (DHA), tem sido identificado como um importante composto com 
propriedades anti-inflamatórias, antioxidantes, além de ser um composto 
antidepressivo, e pode ser um complemento interessante para os tratamentos 
convencionais. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito antidepressivo de 
uma suplementação prolongada com OP combinado com dois antidepressivos 
diferentes, o inibidor seletivo de recaptação de serotonina fluoxetina (FLX) e o 
composto tricíclico imipramina (IMI) que inibe a recaptação de serotonina e 
noradrenalina, em ratos com diabetes experimental induzida por estreptozotocina 
(STZ). Ratos Wistar machos com aproximadamente 120 g foram submetidos a uma 
suplementação durante 8 semanas com OP (3 g/kg, gavagem). No 28º dia de 
suplementação com OP (20% de EPA e 50% de DHA), os animais receberam uma 
única injeção de STZ (60 mg/kg; i.p.) para a indução do diabetes (DBT). O 
tratamento com veículo, FLX (5 ou 10 mg/kg, i.p.) ou IMI (5 ou 15 mg/kg; i.p.) 
começou no dia 42 e foi realizado por 14 dias nos animais controle e suplementados 
com OP. O teste do campo aberto e o teste de natação forçada modificado (TNFM) 
foram conduzidos no dia 56. Em seguida, o hipocampo dos animais foi coletado para 
análises neuroquímicas do conteúdo de serotonina (5-HT) e noradrenalina (NA), e 
análise dos ácidos graxos no encéfalo. O plasma de alguns animais também foi 
coletado para avaliação dos ácidos graxos. O OP sozinho não alterou o 
comportamento do tipo-depressivo dos animais DBT. No entanto, quando 
combinado com FLX ou IMI, foi observada uma melhoria discreta no efeito do tipo 
antidepressivo induzido por FLX e IMI. Em relação às análises neuroquímicas, os 
níveis reduzidos de 5-HT e NA no hipocampo dos animais DBT foram revertidos 
após o tratamento com FLX ou IMI e não foram alterados após a suplementação 
com OP sozinho. As análises dos ácidos graxos mostraram que, apesar do aumento 
destes AGPIs n-3 no plasma, não houve incorporação dos AGPIs n-3 no hipocampo. 
Em conclusão, apesar da concentração de 5-HT ou NA do hipocampo não ter sido 
alterado após a suplementação prolongada com OP, esta suplementação foi capaz 
de induzir uma melhora discreta do efeito do tipo antidepressivo após o tratamento 
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 Diabetes mellitus is a chronic disease characterized by hyperglycemia. In 
addition to all the complications arising from the disease, there are also important 
comorbidities that further harm patient! health. Among them, depression is the most 
studied psychiatric comorbidity associated with diabetes mellitus. The first-line drugs 
used to treat depression associated with diabetes are antidepressant drugs, although 
many patients are resistant or refractory to these drugs.  In addition, these treatments 
can alter blood glucose and even interfere with hypoglycemic drugs. It is known that 
fish oil (FO), rich in polyunsaturated fatty acids of the omega-3 family (-3 
PUFA) eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA), has been 
identified as an important anti-inflammatory, antioxidant and antidepressant 
compound, and may be an interesting adjunct to the conventional therapies. Thus, 
the aim of this study was to evaluate the antidepressant effect of a preventive and 
prolonged treatment with FO combined with two different antidepressants, a selective 
serotonin reuptake inhibitor fluoxetine (FLX) and a tricyclic compound imipramine 
(IMI) that inhibits reuptake of serotonin and noradrenaline, in rats with experimental 
diabetes induced by streptozotocin (STZ). Male Wistar rats were submitted to a 
preventive treatment during 8 weeks with FO (3 g/kg, gavage). On the 28th day of 
FO treatment (20% - EPA and 50% - DHA), animals received a single injection of 
STZ (60 mg/kg; i.p.) for the induction of diabetes (DBT). Treatment with vehicle, FLX 
(5 or 10 mg/kg, i.p.) or IMI (5 or 15 mg/kg; i.p.) starts on the day 42 and last 14 days 
on control and FO-supplemented rats. The open field test and modified forced 
swimming test (mFST) were conducted on day 56. Then, the hippocampus of the 
animals was collected for neurochemical analyzes of serotonin (5-HT) and 
noradrenaline (NA) content, and analysis of fatty acids in the brain. Plasma of some 
animals was also collected for evaluation of fatty acids. FO alone did not change the 
depressive-like behavior of the DBT animals. However, when combined with FLX or 
IMI a discrete improvement in the antidepressant-like effect induced by FLX and IMI 
was observed. In relation to the neurochemical analyzes, the reduced 5-HT and NA 
levels in the hippocampus of DBT animals was reverted after FLX or IMI treatment 
and it was not altered after FO treatment. Analysis of fatty acids showed no 
incorporation of n-3 PUFAs from the supplementation in the hippocampus, but there 
was an increase in n-3 PUFAs in the plasma. In conclusion, OP supplementation was 
able to induce a discrete enhancement of the IMI or FLX antidepressant-like effect 
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1 INTRODUÇÃO  
 
1.1 DIABETES MELLITUS 
 
 O diabetes mellitus (DM) é uma doença metabólica crônica que possui 
origens complexas e múltiplas, e é caracterizada principalmente pela hiperglicemia 
(American Diabetes Association, 2010). O número de pessoas com DM em 2017, de 
acordo com a Federação Internacional de Diabetes (International Diabetes 
Federation - IDF), chegou a 425 milhões e, até 2045 esse número deverá crescer 
em 48%, chegando a 629 milhões de pessoas (IDF, 2017). A IDF também traz 
números alarmantes em relação à América Latina, onde o número de indivíduos 
diabéticos chegou a 26 milhões de pessoas, com uma projeção de crescimento de 
62% até 2045. 
 São três os principais tipos de DM, que se diferenciam de acordo com os 
mecanismos em que a hiperglicemia ocorre: o diabetes mellitus tipo 1 (DM1), o 
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e o diabetes gestacional. Entre os três tipos principais, 
o que ocorre com mais frequência é o DM2, e sua prevalência chega a 90% dos 
casos (Maleckas et al., 2015). Fatores importantes do estilo de vida atual estão 
altamente ligados com o desenvolvimento de DM2, como o sedentarismo, má 
nutrição, falta de exercícios físicos e, principalmente, a obesidade (Skyler et al., 
2017; Temelkova-Kurktschiev & Stefanov, 2012). 
 Estudos vêm mostrando que a obesidade e o DM2 compartilham 
características importantes, como a alta presença de citocinas pró-inflamatórias 
(fator *de necrose tumoral  ) TNF-*	
#	+) IL-6), resistência à insulina, 
metabolismo alterado, disfunções celulares e até mesmo pré-disposição e fatores 
genéticos comuns às duas condições (Eckel et al., 2011; Yamazaki et al.,2011). No 
DM2, a hiperglicemia ocorre pela falta de produção de insulina e pela incapacidade 
do organismo em responder a ela, ou seja, quando ocorre resistência à insulina 
(IDF, 2017). 
 Em relação ao DM gestacional, mulheres grávidas que apresentam um 
aumento leve nos níveis de glicose sanguínea são diagnosticadas com DM 
gestacional, que acomete essas mulheres no segundo e terceiro trimestres de 
gestação (IDF, 2017). Durante o período gestacional, a mulher com DM pode 




necessidade de um nascimento por cesárea, que também cresce. No que diz 
respeito às crianças com mães que apresentaram DM gestacional, há pré-
disposição ao desenvolvimento de obesidade, alterações metabólicas, resistência à 
insulina e DM2 durante a vida (Ashwal & Hod, 2015). 
 Por fim, e de interesse para este trabalho, o terceiro tipo de DM é o DM1 que 
é o menos prevalente na população (10% dos casos de DM no geral são DM1), 
porém não menos importante e grave. O DM1 é uma doença autoimune em que há 
a destruição imuno-  '# (-pancreáticas produtoras de insulina. A 
hiperglicemia ocorre, pois,  #  '# (-pancreáticas diminui 
radicalmente e a produção de insulina cai de forma drástica (Li et al., 2014; Michels 
et al., 2015). Neste caso, o uso regular de insulina durante a vida dos pacientes 
diabéticos se torna necessário, para evitar assim a hiperglicemia, alterações de 
metabolismo, comorbidades, entre outras complicações da doença (Iqbal et al., 
2018). 
 Os números populacionais de DM1 no mundo também são alarmantes, pois, 
de acordo com a IDF, mais de 1 milhão de crianças e adolescentes até 20 anos de 
idade apresentaram DM1 em 2017. Em relação aos adultos, os números do DM1 
são difíceis de distinguir do DM2, portanto, não se sabe um número exato (Boden, 
2018). Outro dado alarmante é que o Brasil aparece em 3º lugar entre os países com 
maior número de crianças e adolescentes até 20 anos de idade com DM1 em 2017, 
com um número de quase 90 mil diabéticos (IDF, 2017). Entre os sinais e sintomas 
do DM1, além da hiperglicemia, pode-se observar a polifagia (aumento na ingestão 
de alimentos), poliúria (aumento na eliminação de urina), polidipsia (sede excessiva), 
perda de peso, entre outros (Iqbal et al., 2018). Estas condições diminuem muito a 
qualidade de vida dos pacientes e justificam estudos que possam auxiliar nos 
tratamentos adequados a fim de controlar a progressão e ou a piora da doença.  
Um dos modelos animais mais utilizados no mundo para se estudar o DM1 é 
o modelo induzido por estreptozotocina (STZ), um antibiótico produzido pela bactéria 
Streptomyces achromogens (Szkudelski, 2001). A STZ possui uma molécula 
semelhante à molécula de glicose, que se liga de forma seletiva a transportadores 
de glicose do tipo ,-.%/0#
	
'#(-pancreáticas (Wu & Yan, 
2015; Eleazu et al., 2013). 1	
  '# (-pancreáticas, a citotoxicidade da 
STZ aumenta níveis de espécies reativas de oxigênio, causando estresse oxidativo e 




também é um agente alquilante de DNA, causando danos importantes no DNA que 
também levam à morte celular. 
 O número de c'#(-pancreáticas atingidas e destruídas por ação da STZ é 
grande e a população celular diminui de forma expressiva, levando também à 
insuficiência de insulina e, consequentemente, hiperglicemia nos animais (Wu & 
Yan, 2015). Este processo está representado na Figura 1. Assim como o esperado, 
os animais com DM1 experimental apresentam as mesmas alterações que ocorrem 




Figura 1: Esquema da ação da STZ sobre as 	-pancreáticas. Fonte: adaptado de Wu & 
Yan, 2015. 
 
 Os transportadores de glicose GLUT2 também estão presentes em rins e no 
fígado, que podem ser prejudicados por altas doses de STZ. Esta toxicidade é 
aguda e estes órgãos se recuperam com facilidade, pois a meia-vida da STZ é 
extremamente curta, sendo de aproximadamente 15 minutos. Outras lesões crônicas 
nestes órgãos são atribuídas à condição diabética e à hiperglicemia, não à STZ per 




 Trabalhos importantes sobre o modelo de STZ para indução de diabetes 
experimental também mostraram que a STZ não atravessa a barreira 
hematoencefálica, indicando que os danos causados no encéfalo e sobre as 
respostas emocionais são decorrentes da condição diabética e não da STZ per se 
(Karunanayake et al., 1974; Hirano et al., 2006). 
 Além das complicações da própria doença, o DM apresenta muitas 
comorbidades, sendo alguns exemplos importantes as doenças cardiovasculares, 
(Dei Cas et al., 2015, Avila et al., 2014), insuficiência renal (Thomas et al., 2015), 
neuropatia diabética (Schreiber et al., 2015), retinopatias (Hendrick et al., 2015) e 
periodontite (Zhou et al., 2015). Além dessas comorbidades físicas, existem também 
outras comorbidades que podem acometer pacientes diabéticos: as comorbidades 
psiquiátricas, que podem agravar ainda mais o quadro metabólico desses pacientes 
e suas outras comorbidades aumentando morbidade e mortalidade. Entre as 
comorbidades psiquiátricas associadas ao DM, é importante citar que pacientes 
diabéticos podem desenvolver diferentes tipos de transtornos de ansiedade (Siba et 
al., 2017; Majidi et al., 2015) e/ou transtornos depressivos, como a depressão maior 
(Zanoveli et al., 2016; Renn et al., 2011; Gilsanz et al., 2018), sendo a depressão 
associada ao DM de grande interesse para este estudo. 
 
1.2 DEPRESSÃO ASSOCIADA AO DIABETES 
 
 A depressão é uma doença grave e altamente incapacitante. De acordo com 
a Organização Mundial da Saúde (OMS), estima-se que mais de 300 milhões de 
pessoas no mundo tenham depressão (OMS, 2015). Nas Américas, este número 
chegou a 50 milhões de pessoas em 2015, quase 5% da população. Além disso, a 
OMS alerta para os casos mais graves que levam ao suicídio, que é a segunda 
principal causa de morte entre adolescentes e jovens adultos de 15 a 29 anos de 
idade, levando à morte pelo menos 800 mil pessoas anualmente. 
 Existem alguns critérios que devem ser avaliados para um diagnóstico correto 
da depressão. De acordo com o Manual de Diagnóstico e Estatístico dos 
Transtornos Mentais 5ª edição (DSM-V, 2013), para o diagnóstico da depressão o 
paciente deve apresentar anedonia, que é a perda do prazer por atividades 
anteriormente prazerosas, e/ou um ou mais episódios de humor deprimido com pelo 




uma lista, tais como: sentimento de desesperança, sentimento de culpa, alterações 
de peso e apetite (perda ou ganho), alterações de sono (insônia ou hipersonia), agito 
ou retardo psicomotor, fadiga, entre outros. Um sintoma grave e importante para a 
depressão também são os pensamentos recorrentes sobre morte, com ou sem 
tentativas de suicídio (American Psychiatric Association, 2013). Um grande desafio 
para o paciente depressivo é o tratamento, sendo este desafio maior ainda para o 
paciente diabético com depressão. 
 Sabe-se que indivíduos diabéticos têm duas a três vezes mais chances de 
desenvolver depressão em comparação com a população em geral (Johnson et al., 
2013; Roy & Lloyd, 2012; Boden, 2018), por exemplo, um estudo de 2012 mostrou 
que a depressão aparece mais em pacientes com DM1 em relação à população em 
geral (Roy & Lloyd, 2012). Levando em conta a prevalência entre homens e 
mulheres, sintomas depressivos aparecem em cerca de 12% a 29% dos homens 
diabéticos e em 23% a 30% das mulheres com DM (Lang & Borgwardt, 2013). 
Documentos importantes de órgãos ligados ao DM não trazem informações sobre a 
depressão associada ao DM, como por exemplo o Atlas da IDF (2017). Na verdade, 
poucos dados também são encontrados em documentos da OMS, por exemplo, 
quando se trata de depressão associada ao DM e, isto justifica pesquisas 
relacionadas a associação entre estas duas graves doenças, tanto para entendê-las 
melhor quanto para que haja mais divulgação sobre esta comorbidade importante do 
DM para a população no geral. 
 Vários estudos sugerem que existe uma relação bidirecional entre a 
depressão e o DM (Golden et al., 2008; Zanoveli et al., 2016), embora a 
fisiopatologia entre as duas doenças ainda seja pouco compreendida. Em um livro 
recém-publicado sobre o DM e suas comorbidades, Petrak e colaboradores 
comentam de mecanismos paralelos entre o DM e a depressão que podem auxiliar 
no entendimento da associação entre as duas doenças. É importante notar que tanto 
no DM quando na depressão estudos clínicos e pré-clínicos mostram uma 
desregulação do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA), desregulações no sistema 
imunológico (inflamações crônicas, neuroinflamação, aumento de citocinas pró-
inflamatórias), alterações neuroquímicas (diminuição de monoaminas importantes no 
encéfalo que estão ligadas com a etiologia da depressão, como a serotonina ) 5-HT 
) e a noradrenalina ) NA), resistência à insulina, alterações cardiovasculares e 




 Além destas evidências, vários estudos mostram que animais com o DM 
experimental induzido por STZ apresentam comportamento do tipo-depressivo mais 
pronunciado quando comparados com animais não diabéticos, atingindo um pico 
deste comportamento na quarta semana após a injeção única de STZ (Redivo et al., 
2016; de Morais et al., 2018; ElBatsh, 2015; Caletti et al., 2012). Dessa maneira, 
esse modelo é um bom modelo para avançarmos nos estudos da fisiopatologia da 
depressão associada ao DM, bem como para estudarmos mecanismo de ação de 
novos compostos ou efeito de drogas. 
  
1.3 TRATAMENTO DA DEPRESSÃO ASSOCIADA AO DIABETES MELLITUS 
 
 O tratamento utilizado em pacientes com depressão associada ao DM é feito 
principalmente com drogas antidepressivas monoaminérgicas, tais como os 
inibidores seletivos de recaptação de serotonina (ISRS) como a fluoxetina (FLX) e a 
sertralina (Markowitz et al., 2011; Huang et al., 2013; Zanoveli et al., 2016). Muitos 
pacientes são resistentes e/ou refratários a esses medicamentos que também 
podem precipitar efeitos colaterais indesejáveis. Entre estes efeitos, podemos citar 
alterações na pressão sanguínea, alterações de peso, disfunção sexual (o que 
compromete a adesão aos medicamentos), além de um tempo de latência muito 
grande até que o tratamento comece a fazer efeito. Antidepressivos geralmente 
demoram cerca 21 dias para apresentar melhoras nos pacientes depressivos, o que, 
em casos mais graves, é altamente indesejável, levando em conta o risco de suicídio 
(Keller et al., 2002).  
 Além disso, em pacientes com depressão associada ao DM, alguns destes 
antidepressivos podem comprometer e alterar o controle glicêmico, além de interagir 
com drogas hipoglicemiantes (Ghaeli et al., 2004; Gomez et al., 2001; 
Erenmemisoglu et al., 1999; Barnard et al., 2013; Gagnon et al., 2018).  Em um 
estudo recente, Gagnon e colaboradores (2018) apontaram os mais variados 
antidepressivos prescritos em casos de depressão associada ao DM e como estes 
antidepressivos comprometem o controle glicêmico. Vale destacar que os autores 
ressaltam que dentro da mesma classe de antidepressivos, como por exemplo, dos 
ISRS, o efeito sobre o controle glicêmico pode ser variável (Gagnon et al., 2018). 
 Estas evidências justificam a importância da busca por compostos que sejam 




compostos adjuvantes ao tratamento desta comorbidade do DM. Tendo em vista que 
os antidepressivos são as drogas de primeira escolha para tratar a depressão 
associada ou não ao DM, a busca por compostos terapêuticos que possam auxiliar 
no tratamento principal, melhorando seu efeito ao reduzir sua dose ou aumentar seu 
efeito ou ainda reduzir efeitos adversos seria de extrema urgência atual. Nesse 
sentido, nosso grupo de pesquisa tem interesse em estudar compostos diferentes 
que possam auxiliar nesses tratamentos, como o canabidiol (de Morais et al., 2018), 
o sulfato de magnésio e o óleo de peixe, rico em ácidos graxos poli-insaturados da 
família ômega-3 (Redivo et al., 2016), que foi objeto do presente estudo. 
 
1.4 ÁCIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS DA FAMÍLIA ÔMEGA-3 
 
 Os ácidos graxos poli-insaturados (AGPIs) da família ômega-3 (AGPIs n-3) 
têm sido extensivamente estudados como compostos para tratamento de diversas 
condições. Os ácidos graxos são moléculas formadas por cadeias que possuem um 
radical carboxil (-COOH) em uma extremidade, e um radical metil (-CHO) na outra 
(Curi, 2002). Eles podem ser saturados ou insaturados (possuem uma ou mais 
duplas ligações ao longo da cadeia), sendo estes últimos divididos em mono-
insaturados ou poli-insaurados (Liu et al., 2015; Calder et al., 2015). 
 Os AGPIs estão divididos em três grupos, sendo dois principais, os AGPIs da 
família ômega-6 (AGPIs n-6) e os AGPIs n-3, foco de interesse deste estudo. Os 
AGPIs n-6 possuem a sua primeira dupla ligação entre os carbonos 6 e 7 a partir do 
radical metil da cadeia (carbono ômega), por isto a denominação ômega-6 ou n-6. Já 
os AGPIs n-3 possuem a primeira dupla-ligação entre os carbonos 3 e 4 também a 
partir do radical metil, por isto a denominação ômega-3 ou n-3 (Curi, 2002). Os 
AGPIs n-6 são derivados do ácido Linoléico (18 carbonos na cadeia e duas 
insaturações ) 18:2), enquanto os AGPIs n-3 são derivados do ácido *-linolênico (18 
carbonos e 3 insaturações ) 18:3), e estas duas famílias competem entre si pelas 
enzimas (alongases e dessaturases) das cadeias de transformação (Dyall, 2015; 
Domenichiello et al., 2015). A conversão destes AGPIs ocorre em sua maior parte no 
retículo endoplasmático de hepatócitos, sendo que a última etapa de conversão 
ocorre nos peroxissomos também dos hepatócitos. 
 A Figura 2 ilustra a cadeia de conversão dos AGPIs n-6 e AGPIs n-3 e as 




enzimas alongases adicionam dois carbonos à cadeia) e dessaturações (em que as 
enzimas dessaturases aumentam as insaturações na cadeia) (Calder, 2003). As 
duas famílias de AGPIs (n-6 e n-3) competem pelas mesmas enzimas na cadeia de 
transformação, sendo que na presença de AGPIs n-3, essa competição pelas 
enzimas faz com que a síntese de AGPIs n-6 diminua drasticamente, pois há uma 
preferência ao substrato n-3 em relação ao n-6 (Ganança et al., 2017).  
 
Figura 2: Via de biossíntese dos ácidos graxos poli-insaturados. Fonte: adaptado de Calder, 
2003. 
 Os AGPIs n-3 e n-6 têm funções estruturais importantes, principalmente 




ácido Docosahexaenóico (DHA) (Simopoulos, 2016). A presença de AGPIs na 
membrana plasmática mantém a fluidez da membrana, forma as balsas lipídicas, 
melhora sinalização celular, principalmente quando estes AGPIs são da família n-3 
(Calder, 2012; Pike, 2003). 
 Outra função destes AGPIs n-3 e n-6 é a produção de mediadores lipídios, os 
chamados eicosanoides, que podem ter caráter pró ou anti-inflamatórios. Estes 
produtos são derivados dos AGPIs, e quando derivados dos AGPIs n-6, os 
eicosanoides incluem prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, mediadores 
importantes na regulação da inflamação. Quando em excesso, estão associados a 
processos inflamatórios em várias doenças, como a arterosclerose, obesidade e, 
inclusive, o DM (Calder, 2012; Simopoulos 2016). Os AGPIs n-3, principalmente o 
ácido Eicosapentaenóico (EPA) e o DHA, também possuem derivados eicosanoides 
importantes, entre eles os medicadores lipídicos chamados resolvinas. Estes 
mediadores possuem um caráter mais anti-inflamatório. (Serhan & Petasis, 2011). 
 Os AGPIs n-3 são o foco do nosso estudo e, sendo hidrocarbonetos 
essenciais aos mamíferos, não são sintetizados pelo organismo desses animais. 
Assim, só podem ser adquiridos pela alimentação ou pela suplementação nutricional 
com cápsulas de óleo de peixe (OP). Os AGPIs n-3 são encontrados principalmente 
em oleaginosas e peixes águas frias e profundas, como o atum, a sardinha e o 
salmão (Marsen et al., 1992; Arterburn et al., 2006; Messamore et al., 2017), e entre 
os AGPIs n-3, os mais estudados são principalmente o EPA (20:5 n-3) e o DHA 




Figura 3: EPA e DHA. Fonte: adaptado de Jump et al., 2012. 
 Estes AGPIs n-3 possuem diversas funções celulares, pois fazem parte da 




membrana (Dyall, 2015), aumentando fluidez da membrana, além de auxiliar na 
formação de balsas lipídicas, ou lipid rafts. As balsas lipídicas são porções 
importantes da membrana plasmática compostas de glicoesfingolipídios e proteínas 
de membrana que atuam em sinalização celular (Quinn, 2014). Os AGPIs n-3 atuam 
também em receptores acoplados à proteína G, por exemplo o GPR120, importante 
na atividade anti-inflamatória, e em receptores ativados por proliferador de 
peroxissomo, os PPAR * e 2, receptores nucleares que atuam como fatores de 
transcrição regulando genes (Calder, 2015). Estes AGPIs n-3, principalmente o EPA, 
também são substratos importantes para eicosanoides, mediadores lipídicos 
importantes para respostas inflamatórias, que no caso dos eicosanoides derivados 
de AGPIs n-3 possuem caráter anti-inflamatório interessante a ser explorado 
(Calder, 2017). 
 Em relação aos efeitos estudados em trabalhos pré-clínicos, vários autores 
mostraram efeitos importantes da suplementação com OP por exemplo no 
comportamento tipo-depressivo de ratos em vários modelos de depressão 
diferentes. Em 2008, Ferraz e colaboradores suplementaram com OP os animais em 
fases diferentes do desenvolvimento do encéfalo, tendo em vista que durante a 
formação e desenvolvimento do encéfalo a presença abundante de AGPIs é de 
extrema importância para a formação de neurônios com membranas saudáveis 
(Ferraz et al., 2008). Os autores observaram em fase posterior um comportamento 
do tipo antidepressivo desses animais. Posteriormente, outro estudo do mesmo 
grupo inferiu que este efeito seria decorrente da ação em receptores serotonérgicos 
pós-sinápticos 5-HT1A, indicando que os AGPIs n-3 podem ter melhorado a ação do 
sistema serotoninérgico, altamente relacionado com a etiologia da depressão 
(Carabelli et al., 2015). 
 Muitos outros trabalhos também mostraram o efeito antidepressivo de AGPIs 
n-3 em diferentes modelos de estudos da depressão, como a bulbectomia olfatória, 
modelo de depressão associada à doença de Alzheimer, comportamento tipo-
depressivo induzido por lipopolissacarídeo (LPS) de Escherichia coli (um modelo de 
depressão com caráter inflamatório), além de efeitos neuroprotetores e antioxidantes 
muito importantes, entre muitos outros efeitos benéficos (Vines et al., 2012; Delattre 
et al., 2017; Naliwaiko et al., 2004; Wu et al., 2016). 
 Em relação aos efeitos do OP e dos AGPIs n-3 em animais com DM1 




al., 2016; Siba et al., 2017). Em um desses estudos (Jia et al., 2014), uma melhora 
cognitiva foi observada e associada a um efeito anti-inflamatório pelo bloqueio do 
fator nuclear kappa B (NF-B), um importante mediador inflamatório. Em outros 
trabalhos realizados com mesmo modelo e tratamento, dados do nosso grupo 
mostraram que uma suplementação prolongada de oito semanas com OP foi capaz 
de induzir um efeito do tipo ansiolítico (Siba et al., 2017) e do tipo antidepressivo 
(Redivo et al., 2016) em animais com DM1 experimental. 
 Em termos translacionais, se somado ao conhecimento científico e ao 
crescente uso de cápsulas de OP por parte da população, o OP parece um 
composto muito interessante para ser estudado e pode ter um potencial para ser 
utilizado como terapia única em algumas condições patológicas ou como adjuvante 
em tratamento de doenças mais complexas como doenças degenerativas ou 
























2 OBJETIVOS E HIPÓTESE 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
 O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito combinado da 
suplementação com OP, rico em AGPIs n-3, e duas classes de antidepressivos ) 
ISRS ou não seletivo (composto tricíclico) - em diferentes doses, sobre o 
comportamento do tipo-depressivo em animais com DM1 experimental. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
- Avaliar o efeito da suplementação prolongada durante 8 semanas com óleo de 
peixe rico em AGPIs n-3 sobre o comportamento do tipo-depressivo de animais com 
DM1 experimental submetidos ao teste de natação forçada modificado (TNFM); 
 
- Avaliar o efeito do tratamento com o antidepressivo não seletivo (composto 
tricíclico) imipramina (IMI) em doses diferentes (ineficaz e eficaz) combinado ou não 
com OP sobre o comportamento do tipo-depressivo em animais com DM1 
experimental submetidos ao TNFM; 
 
- Avaliar o efeito do tratamento com o antidepressivo ISRS fluoxetina (FLX) em 
doses diferentes (ineficaz e eficaz) combinado ou não com OP sobre o 
comportamento do tipo-depressivo em animais com DM1 experimental submetidos 
ao TNFM; 
 
- Avaliar a atividade locomotora dos animais no teste do campo aberto (TCA), assim 
como parâmetros associados ao DM1 (ganho de peso, glicemia sanguínea); 
 
- Avaliar alterações neuroquímicas de 5-HT e NA no hipocampo de animais 






- Avaliar a concentração de ácidos graxos presentes nas cápsulas de OP, em 
amostras de plasma e de hipocampo dos animais NGL e animais com DM1 




A suplementação prolongada com OP induzirá efeito do tipo antidepressivo 
per se além de uma melhora sobre a performance da ação antidepressiva dos 
antidepressivos monoaminérgicos, facilitando seus efeitos, inclusive de doses 
ineficazes. A suplementação prolongada com OP induzirá alterações neuroquímicas 
benéficas no encéfalo dos animais diabéticos e induzirá incorporação dos AGPIs 

























3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1  ANIMAIS 
 Para os experimentos foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) da linhagem 
Wistar com peso entre 100g e 120g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério do 
Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná (UFPR) e mantidos 
no departamento de Farmacologia também na UFPR. Os animais foram colocados 
em gaiolas plásticas (41 x 32 x 16,5 cm) e mantidos sob condições controladas em 
que ração e água estavam disponíveis livremente, a sala estava em condições de 
temperatura controladas (22 ± 2 ºC) e o ciclo claro/escuro era de 12 horas, com 
luzes acesas às 7h e apagadas às 19h. Os testes comportamentais foram 
conduzidos durante a fase clara do ciclo em uma sala com 40 lux de luminosidade, e 
todos os esforços foram feitos para minimizar o sofrimento e o número de animais. 
Todos os protocolos foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da 
UFPR (CEUA/BIO-UFPR; autorização #1020). 
 
3.2  DROGAS 
 Para a realização dos experimentos deste estudo, foram utilizadas as 
seguintes drogas: estreptozotocina (STZ; Santa Cruz Biotecnologia Inc., Santa Cruz, 
Califórnia, EUA), citrato de sódio (Merck SA Indústrias Farmacêuticas, Brasil), 
fluoxetina (FLX; EMS Sigma Pharma, Brasil), imipramina (IMI; Novartis 
Pharmaceutical Industry, Brasil), óleo de peixe (OP; gentilmente doado pelo 
Laboratório Herbarium Botânico S/A, Colombo, Paraná, Brasil) composto por 50% 
de DHA e 20% de EPA (total de 600 mg da cápsula de OP).  
 O OP foi administrado via oral por gavagem, e a dose utilizada foi de 3 g/kg 
por dia durante oito semanas. A STZ (60 mg/kg) foi dissolvida em tampão citrato (10 
mM; pH 4,5) e administrada via intraperitoneal (i.p.) para indução do DM1. A FLX (5 
ou 10 mg/kg) foi diluída em solução salina estéril e a IMI (5 ou 15 mg/kg) foi 
dissolvida em 5% de Tween 80 e solução salina estéril, e ambas as drogas foram 
administradas via i.p. Todas as doses e protocolos de tratamento foram baseados 
em estudos anteriores do nosso grupo (Redivo et al., 2016; Siba et al., 2017; de 




3.3  INDUÇÃO DO DIABETES EXPERIMENTAL 
 O DM1 experimental foi induzido nos animais após jejum noturno de 12 horas 
de duração. Na manhã após o jejum, os animais receberam uma única injeção via 
i.p. de STZ (60 mg/kg) dissolvida em tampão citrato. Os animais do grupo controle 
NGL receberam uma injeção via i.p. somente do tampão citrato. A condição 
diabética foi confirmada 72 horas após a injeção de STZ utilizando amostras de 
	#3#456-7	




superior a 250 mg/dL foram considerados diabéticos e mantidos no estudo (de 
Morais et al., 2016). 
 
3.4  GRUPOS EXPERIMENTAIS 
 
 Os animais foram divididos em 14 grupos experimentais, que estão 
representados na Figura 4. Os grupos foram: NGL/VEI/VEI, DBT/VEI/VEI, 
DBT/VEI/FLX 5, DBT/VEI/FLX 10, DBT/OP/VEI, DBT/OP/FLX 5, DBT/OP/FLX 10, 
DBT/VEI/IMI 5, DBT/VEI/IMI 10, DBT/OP/IMI 5 e DBT/OP/IMI 10, sendo que os 
grupos NGL/VEI/VEI, DBT/VEI/VEI e DBT/OP/VEI foram os grupos controle e, 
portanto, realizados duas vezes cada um (uma vez para o experimento da 
combinação de OP com FLX, e outra para o experimento da combinação de OP com 
IMI). 
 
Figura 4: Divisão dos grupos experimentais. NGL = normoglicêmico, DBT = diabético, VEI = 




3.5  TESTES COMPORTAMENTAIS 
 
 Neste estudo, os testes comportamentais utilizados para avaliar a atividade 
locomotora e o comportamento tipo-depressivo dos animais foram os seguintes: 
3.5.1 Teste de campo aberto 
 
 O aparato do TCA consiste em uma caixa retangular (40 cm x 50 cm x 63 cm) 
dividida em 9 unidades quadradas (de Morais et al., 2018). Os animais foram 
posicionados no centro do aparato do campo aberto e a atividade exploratória foi 
registrada por 5 minutos via câmera Sony® 4 K. Para análise do teste, foi 
contabilizado o número de cruzamentos com as quatro patas nos quadrantes 
durante os 5 minutos do teste, e este número de cruzamentos foi utilizado como 
parâmetro de atividade locomotora geral. 
 
3.5.2 Teste de natação forçada modificada 
 
 O teste de nado forçado foi inicialmente proposto por Porsolt e colaboradores 
(1978) e posteriormente modificado por Detke e colaboradores (1995). Para o teste, 
os animais foram colocados individualmente em cilindros de plástico (20 cm de 
diâmetro x 50 cm) contendo 30 cm de água a uma temperatura de 24 ± 1 ºC durante 
15 minutos para o pré-teste. O pré-teste do TNFM é capaz de gerar no animal o 
comportamento do tipo-depressivo por conta da situação de estresse durante os 15 
minutos da sessão. Passadas 24 horas, os animais foram submetidos a uma sessão 
de teste de natação forçada por 5 minutos. O comportamento dos animais foi 
registrado via  câmera Sony® 4 K para posterior análise.  
 Para a análise, o comportamento predominante expresso pelo animal a cada 
5 segundos do vídeo foi quantificado - comportamento passivo (imobilidade) e ativo 
(natação e escalada). O comportamento de imobilidade é caracterizado pela 
ausência de movimentos do animal, exceto por alguns movimentos para flutuar e 
manter a cabeça fora da água. O comportamento de natação é caracterizado por 
movimentos ativos do animal no cilindro com água, apresentando movimentos claros 
de natação através do cilindro. Por fim, o comportamento de escalada é 




dianteiras em direção às paredes do cilindro, indicando uma tentativa de escapar do 
aparato. Após as sessões de pré-teste e teste, os animais foram retirados da água, 
secados com toalhas e retornados às suas gaiolas. A água dos cilindros foi trocada 
a cada sessão para evitar a interferência entre os animais. 
 
3.6  DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS DE SEROTONINA OU NORADRENALINA NO 
HIPOCAMPO DOS ANIMAIS POR CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA 
PERFORMANCE 
 
 Após a realização dos testes comportamentais, os animais passaram por 
eutanásia em que foram decapitados e tiveram seus encéfalos removidos. O 
hipocampo dos animais foi então dissecado e armazenado em freezer a -80 °C para 
posterior análise neuroquímica. Para análise de neurotransmissores, o sistema de 
cromatografia líquida de alta performance (HPLC) foi equipado com uma coluna de 
fase reversa ODS Nucleosil 150 3,2 mm C-<0  
;#  
	 5 6
(Supelco Inc., MO, EUA), acoplado com detecção eletroquímica.  
 A HPLC consistiu de um detector eletroquímico BAS Epsilon com um eletrodo 
de carbono de vidro e uma bomba (PM-92e). O potencial foi estabelecido em 650 
mV (comparado com o eletrodo de referência Ag-AgCl). A fase móvel consistiu em 
NaH2PO4 50 mM, Na2-EDTA 0,1 mM, sulfato de sódio n-octil 0,5 mM, metanol a 4% 




5-HT e NA em cada amostra diluída em corridas que duraram aproximadamente 25 
min. Para quantificação dos níveis de neurotransmissores, as áreas de pico foram 











3.7  DETERMINAÇÃO DO PERFIL LIPÍDICO DE ÁCIDOS GRAXOS DO 
HIPOCAMPO E DO PLASMA DOS ANIMAIS POR CROMATOGRAFIA 
LÍQUIDA DE ALTA PERFORMANCE 
 
 O perfil lipídico de ácidos graxos do hipocampo (0,015 g de amostra do 

7    4 6  
7  	 
'  	 
técnica de HPLC. Para realização de tal procedimento, as amostras passaram por 
algumas etapas: a extração lipídica, saponificação e derivatização.  
 A extração lipídica das amostras foi realizada a partir do método descrito por 
Folch e colaboradores (1957) em que, primeiramente, as amostras de tecido 
cerebral e plasma foram homogeneizadas em 1,33 ml de clorofórmio: etanol (2:1 v/v) 
em tubos de ensaio. Foi adicionado 0,24 ml de metanol ao sobrenadante da 
homogeneização para que as proteínas presentes fossem precipitadas e em seguida 
as amostras foram centrifugadas. A centrifugação durou 10 minutos a 2500 rpm em 
centrífuga própria para tubos. Após este processo, a fase superior (hidrometanólica) 
foi transferida para outro tubo e o que ficou precipitado, foi descartado. Ao novo 
tubo, foram adicionados 0,48 ml de clorofórmio e 0,41 ml de água para a formação 
de uma emulsão.  
 Em seguida, observou-se a formação de um sistema bifásico nos tubos e, em 
cada amostra, foi adicionado por 3 vezes, 1 ml da solução de Folch previamente 
preparada pelas paredes do tubo (clorofórmio: metanol: água, 3:48:47 v/v) para a 
lavagem do conteúdo. A cada adição, observou-se a formação de duas fases no 
tubo e o sobrenadante foi retirado com pipeta e descartado. Após a última adição de 
solução de Folch e descarte do sobrenadante, os lipídios extraídos presentes no 
tubo foram submetidos a uma secagem com fluxo de nitrogênio gasoso em banho-
maria, a uma temperatura de aproximadamente 37ºC.  
 Após a secagem com nitrogênio, as amostras passaram pelo processo de 
saponificação, para que fossem separados os ácidos graxos presentes nas 
amostras dos lipídios totais. Para tanto, foram ad	6
	/
de solução alcalina em metanol (1 mol/L de NaOH em metanol 90%) a cada 
amostra, que em seguida foram agitadas em vórtex por 1 minuto. Em seguida, os 
tubos foram incubados em banho-maria sob agitação por 2 horas, em temperatura 
de 37ºC (Nishiyama-Naruke et al., 1998). As amostras foram resfriadas e 




adicionado hexano nos tubos, também por três vezes, para a extração dos ácidos 
graxos. Nesta etapa, o sobrenadante foi coletado a cada adição de hexano, 
enquanto o infranadante foi descartado no fim do processo. A fração de 
sobrenadantes extraídos foi transferida para outro tubo e novamente passou por 
secagem em nitrogênio gasoso e banho-maria.  
 O procedimento final antes da técnica de HPLC foi a derivatização das 
amostras. Para isto, os ácidos graxos que passaram pela secagem em nitrogênio 
gasoso forma ressuspendidos com acetonitrila e derivatizados com Bromometil-
Metóxi-Coumarin (BMMC) (1 mg/ml) por 15 minutos em uma temperatura de 60ºC 
(Abushufa et al., 1994). Após a incubação, as amostras foram diluídas em 
acetonitrila em igual volume e transferidas para vials de injeção, e mantidas em 
temperatura de 10ºC até o momento da técnica de HPLC.  
 Para a análise dos ácidos graxos no detector de fluorescência, as injeções 
6
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xos foram feitas 
em cromatógrafo líquido Varian Pró-Star e separados em coluna de sílica C-8, com 
tamanho de poro de 5 6 
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detectados com detector de fluorescência e representados por meio de 
cromatogramas e relatórios com as detecções. A incorporação lipídica foi estimada 
através da porcentagem relativa de cada ácido graxo detectado, e as quantidades 
foram comparadas antes os grupos NGL, DBT e DBT/OP para mensurar as 
diferenças entre os grupos. 
 
3.8  PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 
 
 A linha do tempo dos protocolos experimentais está presente na Figura 5. A 
suplementação prolongada com OP (3 mg/g, via oral, por gavagem) durou oito 
semanas (56 dias). O grupo controle recebeu um volume equivalente de água (via 
oral, por gavagem). No dia 28, o grupo diabético recebeu uma única dose i.p. de 
STZ (60 mg/kg) para a indução do DM1 experimental. A glicose sanguínea (GS) foi 
medida para confirmação do DM1 no dia 31 (72h após a injeção de STZ) e 
novamente no final dos testes comportamentais (no dia 56). Os tratamentos com 
veículo salina (VEI) ou antidepressivos (ATDs), o ISRS FLX (5 ou 10 mg/kg) ou o 




últimos 14 dias e também sendo via i.p. No dia 55, os animais foram submetidos ao 
pré-teste do TNFM e, no dia seguinte, submetidos ao TCA e à sessão-teste TNFM.  
 Após os testes comportamentais, os animais foram eutanasiados por meio de 
decapitação, os encéfalos foram removidos e os hipocampos coletados para 
posterior análise neuroquímica, além disso, foi coletado também o sangue de alguns 
animais para a análise dos ácidos graxos em tubos Falcon heparinizados, que foram 
centrifugados logo em seguida em 3000 rpm para a separação do plasma. O ganho 
de peso (GP) foi medido semanalmente e novamente após os testes 
comportamentais. As amostras de hipocampo e plasma foram guardadas em tubos 
de Eppendorf em temperatura -80 ºC até a realização das análises posteriores. 
 
 
Figura 5: Linha do tempo do delineamento experimental. ATDS = antidepressivos, VEI = veículo, 
STZ = estreptozotocina, GS = glicose sanguínea, TNFM = teste da natação forçada modificado, TCA 














3.9  ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 Os resultados dos testes comportamentais (TCA e TNFM) foram relatados 
como média ± erro padrão da média (EPM) e esses dados foram analisados por 
análise de variância (ANOVA) de duas vias sendo a suplementação com o OP e o 
tratamento com antidepressivos os dois fatores. Quando apropriado, o teste de 
Newman-Keuls foi usado como análise post-hoc. 
 Os dados das análises neuroquímicas foram relatados como mediana com 
intervalo interquartil. Para análise estatística, foram aplicados testes estatísticos não 
paramétricos. O teste de Mann-Whitney foi aplicado para comparar dois grupos ) 
NGL/VEI/VEI e DBT/VEI/VEI. Em seguida, todos os grupos diabéticos (controles e 
tratados) foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis. 
 Por fim, as determinações de incorporação dos ácidos graxos foram relatadas 
com média ± desvio padrão (DP) e a análise estatística foi feita com ANOVA de uma 
via, com posterior teste de Newman-Keuls quando necessário. 
 As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando 
p<0,05. Todos os testes foram realizados utilizando o programa GraphPad Prism 






4  RESULTADOS 
 
4.1  EFEITO COMBINADO DO ÓLEO DE PEIXE COM FLUOXETINA NO 
COMPORTAMENTO TIPO-DEPRESSIVO DE ANIMAIS DIABÉTICOS 
 A ANOVA de duas vias da frequência de imobilidade (Figura 6, painel A) 
mostra um efeito estatístico significativo dos dois fatores ) suplementação com OP 
[F (1, 38) = 11,49; p<0,05] e tratamento com FLX [F (2, 38) = 16,50; p<0,05], mas 
não mostrou interação entre esses dois fatores [F (2, 38) = 0,3630; p>0,05]. O teste 
de Newman-Keuls mostrou que houve uma diminuição na frequência de imobilidade 
entre animais diabéticos tratados com VEI que receberam FLX (10 mg/kg) quando 
comparados com animais diabéticos tratados com VEI que receberam VEI (p<0,05). 
Adicionalmente, os animais diabéticos tratados com OP que receberam FLX (5 ou 
10 mg/kg) também mostraram uma diminuição na frequência de imobilidade quando 
comparados com animais diabéticos tratados com VEI que receberam VEI (p<0,05). 
Os animais diabéticos tratados com grupo OP que receberam FLX (10 mg/kg) 
também diferiram dos animais diabéticos tratados com OP que receberam VEI 
(p<0,05). Outro resultado significativo foi a diminuição na frequência de imobilidade 
do grupo de animais diabéticos tratados com OP recebendo FLX (10 mg/kg) quando 
comparado ao grupo diabético tratado com VEI recebendo FLX (10 mg/kg) (p<0,05). 
 Quando a frequência de natação foi avaliada (Figura 6, painel B), a ANOVA 
de duas vias mostrou um efeito significativo em ambos os fatores ) suplementação 
com OP [F (1, 38) = 29,96; p<0,05] e tratamento com FLX [F (2, 38) = 14,22; 
p<0,05], mas não houve interação entre os fatores [F (2, 38) = 0,5562; p>0,05]. A 
análise post-hoc mostrou uma diferença significativa - um aumento na frequência de 
natação - entre animais diabéticos tratados com VEI que receberam FLX (10 mg/kg) 
quando comparados com animais diabéticos tratados com VEI que receberam VEI 
(p<0,05). Além disso, foi observado um aumento na frequência de natação em todos 
os animais diabéticos tratados com OP quando comparado com animais diabéticos 
tratados com VEI que receberam VEI (p<0,05). 
 Os animais diabéticos tratados com OP que receberam FLX (10 mg/kg) 
também apresentaram uma maior frequência de natação quando comparados aos 
animais diabéticos tratados com OP que receberam VEI (p<0,05). Outro resultado 




diabéticos que receberam a combinação de OP e FLX nas duas doses (ineficaz e 
eficaz) quando comparados aos animais diabéticos tratados com VEI que receberam 
FLX nas respectivas doses (p<0,05). 
 Quando a escalada foi avaliada (Figura 6, painel C), a ANOVA de duas vias 
não mostrou efeito estatístico significativo (fator suplementação com OP: [F (1, 38) = 






Figura 6: Efeito da suplementação com óleo de peixe (OP) ou veículo (VEI), associado com 
fluoxetina (5 mg/kg 
 FLX 5, 10 mg/kg 
 FLX 10) sobre as frequências de imobilidade (painel A), 
natação (painel B) e escalada (painel C) em animais diabéticos submetidos ao TNFM. Todos os 
valores foram expressos como a média ± EPM (n = 6 ) 10/grupo). *p<0.05 quando comparado ao 





4.2  EFEITO COMBINADO DO ÓLEO DE PEIXE COM A IMIPRAMINA SOBRE O 
COMPORTAMENTO TIPO-DEPRESSIVO EM ANIMAIS DIABÉTICOS 
 
 A ANOVA de duas vias (Figura 7, painel A) mostra um efeito estatístico 
significativo do fator tratamento com IMI [F (2, 29) = 21,35; p<0,05], mas não 
mostrou efeito estatístico significativo do fator suplementação com OP [F (1, 29) = 
0,05497; p>0,05] nem interação entre esses fatores [F (2, 29) = 3,110; p>0,05] 
quando a frequência de imobilidade foi avaliada. O teste de Newman-Keuls mostrou 
que houve uma diminuição na frequência de imobilidade entre animais diabéticos 
tratados com VEI que receberam IMI (15 mg/kg) quando comparados com animais 
diabéticos tratados com VEI que receberam VEI (p<0,05). Além disso, os animais 
diabéticos tratados com OP que receberam IMI (15 mg/kg) também mostraram uma 
diminuição na frequência de imobilidade quando comparados com animais 
diabéticos tratados com VEI que receberam VEI (p<0,05). Estes dois grupos (VEI/IMI 
15 e OP/IMI 15) também exibiram uma frequência de imobilidade reduzida em 
comparação com o grupo de animais diabéticos tratados com OP que receberam 
VEI (p<0,05). 
 Quanto à avaliação da frequência de natação (Figura 7, painel B), a ANOVA 
de duas vias mostrou um efeito significativo em ambos os fatores - fator 
suplementação com OP [F (1, 29) = 9,168; p<0,05] e fator tratamento com IMI [F (2, 
29) = 11,37; p<0,05], e também mostrou interação entre os dois fatores [F (2, 29) = 
6,267; p<0,05. A análise post-hoc mostrou uma diferença significativa - um aumento 
na frequência de natação - entre animais diabéticos tratados com OP que receberam 
IMI (15 mg/kg) quando comparados com animais diabéticos tratados com VEI que 
receberam VEI (p<0,05). O aumento na frequência de natação de animais diabéticos 
tratados com OP recebendo IMI (15 mg/kg) também ocorre quando comparado ao 
grupo animais diabéticos tratados com OP recebendo VEI (p<0,05) e quando 
comparado com animais diabéticos tratados com VEI recebendo IMI (15 mg/kg) 
(p<0,05). 
 Em relação à frequência de escalada (Figura 7, Painel C), a ANOVA de duas 
vias mostrou diferença estatística significativa no fator tratamento com IMI [F (2, 29) 
= 10,94; p<0,05), mas não houve diferença estatística para o fator suplementação 
com OP [F (1, 29) = 0,9999; p>0,05] e nenhuma interação entre os dois fatores [F (2, 




escalada nos animais diabéticos tratados com VEI que receberam IMI (15 mg/kg) 
quando comparados com os animais diabéticos tratados com VEI que receberam 
VEI. Além disso, houve uma maior frequência de escalada nos animais diabéticos 
tratados com OP que receberam IMI (15 mg/kg) em comparação com os animais 








Figura 7: Efeito da suplementação com óleo de peixe (OP) ou veículo (VEI), associado com 
veículo (VEI) ou imipramina (5 mg/kg 
 IMI 5, 15 mg/kg 
 IMI 15), sobre as frequências de 
imobilidade (painel A), natação (painel B) e escalada (painel C) em animais diabéticos 
submetidos ao TNFM. Todos os valores foram expressos como a média ± EPM (n = 6-10/grupo). 
*p<0.05 quando comparado com o grupo VEI/VEI, #p<0.05 quando comparado com o grupo OP/VEI 




4.3  EFEITO COMBINADO DA SUPLEMENTAÇÃO COM ÓLEO DE PEIXE E 
TRATAMENTO COM FLUOXETINA OU IMIPRAMINA SOBRE A GLICEMIA, O 
GANHO DE PESO E O NÚMERO DE CRUZAMENTOS NO TESTE DE 
CAMPO ABERTO DE ANIMAIS DIABÉTICOS 
 Os tratamentos realizados não foram capazes de modificar os parâmetros de 
glicemia, ganho de peso e número de cruzamentos no teste do campo aberto 
(Tabela 1). Para o parâmetro de glicemia, a ANOVA de duas vias não mostrou um 
efeito estatístico significativo no fator suplementação com OP [F (1, 38) = 0,003299; 
p>0,05], nem para o fator tratamento com FLX [F (2, 38) = 0,09493; p>0,05], e 
também não houve efeito significativo na interação entre os dois fatores [F (2, 38) = 
0,2322; p>0,05].  
 Em relação ao ganho de peso, a ANOVA de duas vias também não 
apresentou efeito estatístico para nenhum dos dois fatores (fator suplementação 
com OP: [F (1, 38) = 0,3454; p>0,05], fator tratamento com FLX: [F (2, 38) = 1,491, 
p>0,05]) e também não houve interação entre os fatores [F (2, 38) = 1,049; p>0,05]. 
Finalmente, em relação ao número de cruzamentos no TCA, a ANOVA de duas vias 
também não mostrou efeito estatístico significativo para os dois fatores (fator 
suplementação com OP: [F (1, 38) = 0,6999; p>0,05], fator tratamento com FLX [F 
(2, 38) = 0,7834, p>0,05], e também não houve interação entre os dois fatores para 

















Tabela 1: Efeito da suplementação com óleo de peixe (OP) ou seu veículo (VEI) combinado com o 
antidepressivo fluoxetina (FLX) nas doses 5 mg/kg (FLX 5) e 10 mg/kg (FLX 10) ou seu veículo (VEI) 
sobre os parâmetros de glicemia, ganho de peso e número de cruzamentos no teste do campo aberto 






Ganho de peso (g) 




VEI/VEI 473,30 ± 26,090 113,400 ± 12,870 31,880 ± 4,099 
VEI/FLX 5 448,10 ± 23,350 112,500 ± 8,785 28,630 ± 3,808 
VEI/FLX 10 452,50 ± 38,430 102,800 ± 12,740 24,500 ± 3,246 
OP/VEH 450,00 ± 20,070 122,800 ± 6,804 27,670 ± 5,352 
OP/FLX 5 451,90 ± 30,600 99,570 ± 11,740 20,570 ± 3,470 
OP/FLX10 467,90 ± 27,280 100,100 ± 11,090 28,140 ± 5,298 
Resultados foram expressos como a média ± EPM; n = 6-10. 
 
 A suplementação com OP isolado ou em combinação com o tratamento com 
a IMI não foram capazes de modificar os parâmetros de glicemia, ganho de peso e 
número de cruzamentos (Tabela 2). Para o parâmetro de glicemia, a ANOVA de 
duas vias não mostrou diferença estatística significativa para o fator tratamento com 
IMI [F (2, 29) = 0,9489; p>0,05], mas houve diferença estatística para o fator 
suplementação com OP [F (1, 29) = 4,581; p<0,05) e também houve interação entre 
os dois fatores [F (2, 29) = 4,574; p<0,05]. No entanto, o teste de Newman-Keuls 
não mostrou diferença entre os grupos e tratamentos estudados (p>0,05).  
 Em relação ao ganho de peso, a ANOVA de duas vias não apresentou 
diferença estatística significativa para nenhum dos fatores - fator suplementação 
com OP [F (1, 29) = 0,5725; p>0,05] e fator tratamento com IMI [F (2, 29) = 0,1229; 
p>0,05], assim como não houve interação entre os dois fatores [F (2, 29) = 0,03489; 
p>0,05]. Finalmente, em relação ao número de cruzamentos no teste do campo 
aberto, a ANOVA de duas vias não mostrou efeitos estatísticos significativos em 
nenhum dos fatores - fator suplementação com OP [F (1, 29) = 0,1194; p>0,05] e 
fator tratamento com IMI [F (2, 29) = 1,733; p>0,05], e também não houve interação 








Tabela 2: Efeito da suplementação com óleo de peixe (OP) ou seu veículo (VEI) combinado com o 
antidepressivo imipramina (IMI) nas doses 5 mg/kg (IMI 5) e 15 mg/kg (IMI 15) ou seu veículo (VEI) 
sobre os parâmetros de glicemia, ganho de peso e número de cruzamentos no teste do campo aberto 






Ganho de peso (g) 




VEI/VEI 555,300 ± 21,850 105,200 ± 21,680 32,000 ± 5,922 
VEI/IMI 5 497,700 ± 22,810 97,430 ± 21,610 26,430 ± 1,837 
VEI/IMI 15 473,800 ± 18,020 95,000 ± 28,740 26,000 ±2,236 
OP/VEH 519,000 ± 22,450 112,500 ± 9,725 36,670 ± 6,637 
OP/IMI 5 569,300 ± 13,010 109,000 ± 12,290 30,000 ± 6,962 
OP/IMI 15 547,600 ± 21,660 106,400 ± 17,750 22,400 ± 6,875 
Resultados foram expressos como a média ± EPM; n = 6-10. 
 
4.4  EFEITO COMBINADO DA SUPLEMENTAÇÃO COM ÓLEO DE PEIXE E 
TRATAMENTO COM FLUOXETINA OU IMIPRAMINA SOBRE OS NÍVEIS DE 
SEROTONINA E NORADRENALINA NO HIPOCAMPO DE ANIMAIS 
DIABÉTICOS  
 
 O teste de Mann-Whitney mostrou uma diferença estatística significativa entre 
animais normoglicêmicos e animais diabéticos controle (DBT/VEI/VEI) (Figura 8, 
painéis A e B). Tanto a serotonina (painel A - Mann-Whitney U = 2.000; p = 0,0173) 
quanto a noradrenalina (painel B - Mann-Whitney U = 0,0; p = 0,0043) estão 
diminuídas nos animais diabéticos quando comparados ao grupo normoglicêmico 
(p<0,05). 
 O teste de Kruskal-Wallis mostra alguns resultados interessantes sobre os 
níveis de serotonina (painel A) entre os grupos experimentais de animais diabéticos. 
Animais que receberam apenas 10 mg/kg de FLX mostraram um aumento nos níveis 
de serotonina quando comparados ao grupo de animais diabéticos tratados com VEI 
que receberam VEI (p<0,05). Outro grupo com níveis serotoninérgicos semelhantes 
aumentados em relação aos animais diabéticos que foram tratados com VEI e 
recebeu VEI, foi o grupo que recebeu OP combinado com FLX na dose de 10 mg /kg 
(p<0,05). No mesmo gráfico podemos observar que os grupos que receberam 
imipramina nas doses de 5 mg/kg e 10 mg/kg não foram significativamente 
diferentes do grupo controle (DBT/VEI/VEI), mas há uma tendência de aumento dos 




 Os níveis de noradrenalina (painel B) foram aumentados nos animais 
diabéticos tratados com VEI que receberam IMI (5 mg/kg ou 15 mg/kg) em relação 
aos animais diabéticos tratados com VEI que receberam VEI (p<0,05). Além disso, 
há também um aumento nos níveis noradrenérgicos dos animais diabéticos tratados 
com OP que receberam IMI (5 mg/kg ou 15 mg/kg) quando comparados com 









Figura 8: Níveis de serotonina (painel A) e noradrenalina (painel B) no hipocampo de animais 
tratados com veículo (VEI), óleo de peixe (OP), fluoxetina (5 mg/kg 
 FLX 5, 10 mg/kg 
 FLX 10), 
e/ou imipramina (5 mg/kg 
 IMI 5, 15 mg/kg 
 IMI 15). NGL = normoglicêmicos (NGL); DBT = 
diabéticos. Valores foram expressos como a mediana com intervalo interquartil (n = 4 ) 6/grupo). 





4.5  CONTEÚDO DE ÁCIDOS GRAXOS (%) DAS CÁPSULAS DE ÓLEO DE 
PEIXE UTILIZADAS PARA SUPLEMENTAÇÃO 
 A Tabela 3 mostra os ácidos graxos presentes nas cápsulas de OP 
analisadas em cromatografia e suas concentrações representadas em porcentagem 
relativa ao total da amostra. Esta análise foi feita para avaliar a quantidade de EPA e 
DHA presentes nas cápsulas e confirmar os dados disponibilizados pelo fabricante, 
em que o DHA compõe 50% da cápsula e o EPA 20%. Nossos resultados 
confirmaram que as quantidades de EPA realmente são inferiores às de DHA 
presentes nas cápsulas. Assim, quando observamos as quantidades relativas de 
EPA e DHA em relação aos ácidos graxos presentes na cápsula e detectados pela 
cromatografia, o DHA aparece com quase 70% de concentração, e o EPA, 
aproximadamente 25%. Além disso, outros ácidos graxos foram detectados em 
menores quantidades, os poli-insaturados n-6 Linoléico (aproximadamente 1%) e 
Araquidônico (aproximadamente 5%). Quando calculamos os valores de EPA e DHA 
em relação ao conteúdo total da cápsula, os valores do fabricante se confirmam em 
20% de EPA e 50% de DHA. 
 
         Tabela 3: Conteúdo de ácidos graxos nas cápsulas 
         de óleo de peixe (%).  
Ácido graxo Cápsulas de 
óleo de peixe 
Linoléico (18:2 n-6) 1,21±1,71 
Araquidônico (20:4 n-6) 5,22±0,11 
EPA (20:5 n-3) 24,51±0,48 
DHA (22:6 n-3) 69,05±1,11 
  Resultados são expressos como média± desvio padrão; 













4.6  CONTEÚDO DE ÁCIDOS GRAXOS (%) NO HIPOCAMPO DE ANIMAIS NGL E 
DBT (CONTROLE OU TRATADOS COM OP) 
 A Tabela 4 mostra os resultados da incorporação dos ácidos graxos no 
hipocampo de animais dos grupos NGL, DBT controle e DBT tratado com OP. A 
ANOVA de uma via não mostrou diferença estatisticamente significativa para a 
maioria dos ácidos graxos analisados nas amostras, como por exemplo, os ácidos 
graxos saturados Palmítico [F (2, 14) = 0,3673; p>0,05] e Esteárico [F (2, 14) = 
2,076; p>0,05]. ANOVA de uma via também não mostrou diferença significativa entre 
o ácido graxo monoinsaturado Oléico [F (2, 14) = 2,947; p>0,05] e o AGPI n-6 
Araquidônico [F (2, 14) = 1,068; p>0,05]. 
 Entre os ácidos graxos analisados nas amostras de hipocampo, somente dois 
mostraram diferenças estatísticas na ANOVA de uma via entre os grupos 
experimentais. O primeiro foi o AGPI n-6 Linoléico [F (2, 14) = 4,480; p<0,05], o qual 
a análise post-hoc de Newman Keuls mostrou um ligeiro aumento nos grupos DBT 
(tanto o grupo controle quanto o tratado com OP) em relação ao grupo NGL 
(p<0,05). O segundo ácido graxo que apresentou diferenças estatísticas na ANOVA 
de uma via foi o DHA [F (2, 14) = 6,927; p<0,05], e o teste de Newman-Keuls mais 
uma vez mostrou um aumento nos níveis deste ácido graxo nos grupos DBT (tanto 
controle quanto o grupo tratado com OP) em relação ao grupo NGL (p<0,05). 
 É interessante notar que a suplementação com OP não foi capaz de modificar 
os níveis de DHA no hipocampo dos animais com diabetes experimental. Outro dado 
interessante é que os níveis que EPA no hipocampo são tão baixos que não foram 













Tabela 4: Conteúdo de ácidos graxos (%) nas amostras de hipocampo dos ratos dos grupos 
normoglicêmicos (NGL), diabéticos (DBT) e diabéticos tratados com óleo de peixe (DBT/OP). ND=não 
detectado. 
Ácido graxo NGL DBT DBT/OP 
Láurico (12:0) ND ND ND 
Mirístico (14:0) ND ND ND 
Palmítico (16:0) 22,85±1,06 23,21±2,73 22,24±1,40 
Esteárico (18:0) 14,91±0,63 10,38±6,01 13,90±1,40 
Oléico (18:1) 25,01±1,57 22,33±2,15 22,99±1,32 
Linoléico (18:2 n-6) ND 1,17±1,07* 1,49±0,76* 
*-linolénico (18:3 n-3) ND ND ND 
Araquidônico (20:4 n-6) 16,59±1,82 17,79±2,19 16,18±1,56 
EPA (20:5 n-3) ND ND ND 
DHA (22:6 n-3) 20,89±1,30 24,40±0,89* 23,19±1,78* 
Razão n6:n3 0,79 0,77 0,76 
Índice de insaturação 216,71 242,23 229,83 
Resultados são expressos como média ± desvio padrão; n = 4-6. 
*p<0,05 quando comparado ao grupo NGL; 
4.7  CONTEÚDO DOS ÁCIDOS GRAXOS (%) NO PLASMA DOS ANIMAIS NGL E 
DBT (CONTROLE OU TRATADOS COM OP) 
 Os resultados das análises de incorporação de ácidos graxos no plasma dos 
animais mostraram alguns dados interessantes para discussão no nosso trabalho. A 
Tabela 5 mostra as concentrações dos ácidos graxos analisados (em porcentagem 
relativa ao total de ácidos graxos das amostras) de três grupos diferentes: o grupo 
NGL, o grupo controle DBT (VEI/VEI) e o grupo DBT que recebeu apenas OP 
(OP/VEI). A ANOVA de uma via não mostrou diferenças estatisticamente 
significativas entre os grupos para alguns dos ácidos graxos analisados, como por 
exemplo para os ácidos graxos saturados Mirístico [F (2, 14) = 0,7265; p>0,05] e 
Esteárico [F (2, 14) = 0,2130; p>0,05]. Além disso, também não houve diferença 
para o AGPI n-D*-linoléico [F (2, 14) = 2592; p>0,05].  
 Para os outros ácidos graxos analisados, a ANOVA de uma via mostrou 
resultados bem interessantes, como por exemplo, para o ácido graxo saturado 
Palmítico [F (2, 14) = 8,054; p<0,05] o qual, em seguida, o teste de Newman-Keuls 
mostrou que os grupo de animais DBT tratados com OP apresentaram uma 




ANOVA de uma via também mostrou efeito estatístico para o ácido graxo 
monoinsaturado Oléico [F (2, 13) = 28,62; p<0,05] e, em seguida, o teste post-hoc 
apontou o grupo de animais DBT tratados com OP como diferentes estatisticamente 
tanto do grupo DBT quanto do grupo NGL, ou seja, a suplementação com OP foi 
capaz de reduzir os níveis de ácido Oléico desses animais. Para o AGPI n-6 
Linoléico, a ANOVA de uma via mostrou diferenças significativas [F (2, 14) = 17,79; 
p<0,05] e, o teste de múltiplas comparações mostrou um aumento nos níveis de 
ácido Linoléico do grupo de animais DBT controle em relação aos animais NGL 
(p<0,05), enquanto que o grupo DBT tratado com OP mostrou uma redução nos 
níveis deste ácido graxo em relação ao grupo DBT controle (p<0,05).  
 A suplementação com OP foi capaz de prevenir o aumento do AGPI n-6 
Linoléico causado pelo diabetes experimental, deixando os níveis muito parecido 
com o dos animais NGL. Para o AGPI n-6 Araquidônico, a ANOVA de uma via 
também mostrou diferenças estatísticas significativas [F (2, 14) = 21,17; p<0,05], e o 
teste de Newman-Keuls mostrou uma diminuição nos níveis de ácido Araquidônico 
nos dois grupos DBT (tanto controle quanto tratado com OP) em relação ao grupo 
NGL (p<0,05). Por fim, os AGPIs n-3 presentes nas cápsulas de OP utilizadas para a 
suplementação também mostraram resultados significativos na ANOVA de uma via. 
Para o EPA [F (2, 14) = 60,24; p<0,05], no teste de Newman-Keuls o grupo DBT 
tratado com OP demonstrou um aumento nos níveis de EPA em relação ao grupo 
NGL e ao grupo DBT controle (p<0,05), confirmando a disponibilidade deste ácido 
graxo na corrente sanguínea após o período de suplementação. O DHA [F (2, 14) = 
16,73; p<0,05] mostrou um perfil semelhante ao EPA, em que o teste post-hoc 
também apresentou um aumento nos níveis de DHA no grupo DBT tratado com OP 
em relação ao grupo DBT controle e ao grupo NGL (p<0,05), confirmando também a 
disponibilidade de DHA após a suplementação prolongada. 
 Nestes resultados, observamos que a razão de AGPIs n6:n3 diminui já nos 
animais DBT controle, e ainda mais quando observamos os animais DBT/OP. 
Enquanto os animais NGL apresentam uma razão n-6:n-3 de aproximadamente 
25:1, uma razão alta de n-6 em relação aos n-3, os animais DBT/OP apresentam 
uma razão n-6:n-3 de aproximadamente 1:1, mostrando que houve uma diminuição 
expressiva na razão n-6:n-3.  
 Para confirmar ainda mais a presença desses AGPIs provenientes da 




aumentou nos animais DBT tratados com OP em relação aos outros dois grupos 
(NGL e DBT controle). 
 
Tabela 5: Conteúdo de ácidos graxos (%) nas amostras de plasma dos ratos dos grupos 
normoglicêmicos (NGL), diabéticos (DBT) e diabéticos tratados com óleo de peixe (DBT/OP). ND=não 
detectado. 
Ácido graxo NGL DBT DBT/OP 
Láurico (12:0) ND ND ND 
Mirístico (14:0) 3,51±4,24 1,75±2,94 5,76±7,48 
Palmítico (16:0) 23,38±7,03 17,96±1,25 13,20±2,52* 
Esteárico (18:0) 5,92±4,26 6,47±1,11 5,52±1,40 
Oléico (18:1) 13,91±2,25 13,20±1,47 7,59±0,90*, ** 
Linoléico (18:2 n-6) 29,37±5,43 41,93±4,07* 27,36±3,50** 
*-linolénico (18:3 n-3) ND 0,83±1,15 ND 
Araquidônico (20:4 n-6) 25,05±4,64 12,95±3,19* 9,89±3,48* 
EPA (20:5 n-3) ND ND 13,19±3,53* ** 
DHA (22:6 n-3) 2,24±1,59 4,89±1,59 20,55±8,41* ** 
Razão n6:n3 24,29 9,58 1,10 
Índice de insaturação 182,81 180,69 291,12 
Resultados são expressos como média ± desvio padrão; n = 4-6. 






















 Os principais resultados obtidos em nosso estudo foram que a suplementação 
prolongada com OP sozinho não foi capaz de prevenir o comportamento do tipo-
depressivo e tampouco a redução nos níveis reduzidos de monoaminas no 
hipocampo dos animais diabéticos. Mais ainda, quando combinado com drogas 
antidepressivas (FLX ou IMI), o OP induziu apenas uma discreta melhora em 
comportamentos do tipo-depressivo nos animais com DM1 experimental que foram 
submetidos ao TNFM, além de pequenas alterações sobre os níveis de monoaminas 
analisados. 
Em relação à incorporação de ácidos graxos no hipocampo e presença destes 
no plasma dos animais, nossos dados mostraram que os AGPIs n-3 ficaram 
disponíveis na corrente sanguínea, ou seja, a suplementação funcionou durante o 
tratamento. Porém, não houve incorporação no hipocampo, ou seja, a 
suplementação com OP não foi capaz de modificar os níveis de EPA e DHA no 
hipocampo dos animais com DM1 experimental. Um dado interessante que reforça a 
ausência de efeito do OP em nosso estudo é que a razão entre AGPIs n-6:n-3 no 
hipocampo não mudou entre os grupos, o que indica que o perfil lipídico de ácidos 
graxos desses animais se manteve muito semelhante. Além disso, o índice de 
insaturação no hipocampo também permaneceu constante nos três grupos 
avaliados, confirmando a falta de incorporação dos AGPIs n-3 provenientes da 
suplementação com OP no hipocampo dos animais. 
 O comportamento tipo-depressivo ) frequências altas de imobilidade e baixas 
de natação e escalada no TNFM ) e a associação com os níveis reduzidos de 5-HT 
e NA no hipocampo de animais diabéticos já foram demonstrados anteriormente em 
vários estudos, quando comparados a animais não diabéticos (Redivo et al., 2016; 
da Silva Dias et al., 2016; Kino et al., 2004; ElBatsh, 2015). Sabe-se que vários 
estudos apontam a suplementação com OP como capaz de aumentar os níveis de 
5-HT no hipocampo de animais não diabéticos (Vines et al., 2012; Pudell et al., 
2014; Carabelli et al., 2015; Dang et al., 2018). Além disso, uma deficiência de 
AGPIs n-3 pode afetar a transmissão serotoninérgica (Kodas et al., 2004) e baixos 
níveis de AGPIs n-3 e 5-HT parecem estar relacionados a um alto risco de suicídio 
em pacientes depressivos (Daray et al., 2018). Apesar de todas essas evidências, 




não causou nenhuma alteração comportamental ou neuroquímica em animais 
diabéticos, e estes resultados foram altamente intrigantes. 
 Além disso, esses resultados são contrastantes quando comparados com 
dados anteriores obtidos por nosso grupo (Redivo et al., 2016). Redivo e 
colaboradores (2016) observaram efeitos do tipo antidepressivos da suplementação 
com OP em animais diabéticos (induzido também por STZ) com um protocolo de 
suplementação semelhante ao utilizado em nosso trabalho, em que tempo de 
suplementação e dose foram iguais. A diferença que encontramos ao comparar os 
dois trabalhos foi a concentração dos AGPIs n-3 provenientes das cápsulas de OP. 
Por conta disto, acreditamos que essa aparente incongruência nos resultados pode 
estar associada às diferenças nas concentrações de EPA e DHA utilizada em nosso 
trabalho em comparação ao de Redivo et al. (2016) e de vários outros trabalhos que 
utilizaram concentrações de AGPIs n-3 diferentes no OP utilizado para a 
suplementação dos animais. As cápsulas de OP utilizadas no nosso trabalho 
continham uma concentração de DHA de 50% e EPA de 20%, enquanto as cápsulas 
usadas por Redivo e colaboradores (2016) continham uma proporção diferente 
desses AGPIs n-3, ou seja, 20% de DHA e 26% de EPA. 
 Esta hipótese de que a falta de efeito do tipo antidepressivo encontrada em 
nosso trabalho se deve às diferentes concentrações de DHA e EPA presentes na 
cápsula é apoiada por vários estudos que mostraram efeitos benéficos após a 
suplementação prolongada com OP, ou seja efeitos benéficos do OP sobre o 
comportamento do tipo depressivo ou ansiogênico e/ou sobre os níveis de 5-HT no 
hipocampo (Vines et al., 2012; Pudell et al., 2014; Carabelli et al., 2015; Tang et al., 
2015; Guo et al., 2018). Nesses estudos, os efeitos foram alcançados apenas com 
proporções de EPA e DHA mais parecidas com as utilizadas no estudo de Redivo e 
colaboradores (2016), ou seja, uma proporção de aproximadamente 1:1 de EPA e 
DHA.  
 Em relação ao DHA, é bem estabelecido que ele é o AGPI mais abundante no 
encéfalo e um dos principais componentes estruturais das membranas plasmáticas 
no sistema nervoso central (Chen et al., 2009). Entretanto, além da importante 
função estrutural, estudos mostraram que outros AGPIs n-3, entre eles o EPA, são 
de grande importância para outros mecanismos, como por exemplo a transdução de 




como AGPI n-3 importante para funções celulares, fomos em busca de trabalhos 
que mostrassem outros efeitos importantes deste AGPI n-3. 
 Uma meta-análise feita em 2009 a partir de análises sobre 28 estudos clínicos 
mostrou que o EPA é provavelmente o responsável pelo efeito antidepressivo dos 
AGPIs n-3 (Martins, 2009). Um mecanismo bem importante para explicar o efeito 
antidepressivo do EPA envolve a hipótese inflamatória de depressão, uma vez que 
este PUFA tem um perfil anti-inflamatório bem estabelecido (Lonergan et al., 2004; 
Zhao et al., 2004; Sherratt et al., 2018). Nestas condições, observou-se que o EPA 
induz efeitos neuroprotetores na região do hipocampo, impedindo o aumento das 







relacionados à inflamação (Lonergan et al., 2004).  
 Além disso, vários outros estudos envolvendo inflamação mostraram que o 





sua vez diminui drasticamente a produção e expressão do TNF-*	#LPS 
(Zhao et al., 2004). Corroborando com esses dados, um outro estudo observou que, 
em 180 dias de suplementação com OP (43 % de EPA e 20% de DHA), houveram 
alterações na concentração de fosfolipídios da membrana celular no encéfalo com 
aumento das concentrações de EPA e DHA neste tecido, resultando também em 
redução da resposta inflamatória e melhorias no sistema serotonérgico. Os autores 
atribuem a esses mecanismos a explicação do porquê uma suplementação 
prolongada com OP foi capaz de prevenir um comportamento tipo-depressivo e de 
sickness behavior induzidos por LPS em camundongos (de Gomes et al., 2018). 
 Estudos clínicos também apontam que suplementações somente com EPA 
(Jazayeri et al., 2008; Nemets et al., 2002; Frangou et al., 2006; Mozaffari-Khosravi 
et al., 2013) parecem ser mais eficazes que outras suplementações ricas em DHA 
quando se trata do tratamento para depressão maior (Lin et al., 2012; Martins et al., 
2009, 2012; Sublette et al., 2011; Mocking et al., 2016). Isso sugeriria que o EPA 
não está apenas facilitando um aumento de DHA, o que pode acontecer por meio da 
conversão de EPA em DHA no fígado (Domenichiello et al., 2015; Ganança et al., 
2017), mas talvez tenha outras ações relevantes para o efeito antidepressivo.  
 Uma outra possibilidade é que o EPA pode estar afetando o equilíbrio lipídico 
de maneiras que a suplementação com DHA não pode, uma vez que a resposta à 
suplementação estava associada à porcentagem de DHA nos fosfolipídios 




EPA não apenas se transforma em DHA, mas também compete com AGPIs n-6 pró-
inflamatórios pelas enzimas transformadoras na via paralela de AGPIs n-6 do ácido 
Araquidônico ao ácido Docosapentaenóico n-6 (DPA) (Benatti et al., 2004). Assim, 
pode simultaneamente aumentar a quantidade de DHA enquanto diminui a 
quantidade de AGPIs n-6 de cadeia longa e, portanto, esses estudos se concentram 
no EPA como importante na função antidepressiva dos AGPIs n-3.  
 Em um trabalho de 2004, Naliwaiko e colaboradores demonstraram que uma 
suplementação muito prolongada com OP em fases diferentes da vida do animal 
apresentam incorporação de EPA e DHA no hipocampo e córtex pré-frontal dos 
animais. As diferenças observadas entre o nosso trabalho e este encontrado na 
literatura foram que os animais utilizados por Naliwaiko e colaboradores não eram 
diabéticos, a suplementação foi feita em fases diferentes da vida dos animais 
(suplementação feita nas mães antes e durante a gestação e lactação, e 
posteriormente na geração F até 90 dias de idade) e, principalmente, o tempo de 
suplementação. O trabalho de Naliwaiko et al. (2004) apresenta um tempo de 
suplementação de dezesseis semanas, o dobro do nosso protocolo de oito 
semanas. Isto sugere que uma suplementação ainda mais prolongada com OP seja 
necessária para uma incorporação adequada no hipocampo. 
 Um outro trabalho interessante (Rathod et al., 2015) mostrou que uma dieta 
rica em AGPIs n-3 foi capaz de aumentar níveis de DHA no hipocampo de ratos, 
assim como aumentou o fator neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF) e melhorou 
aspectos cognitivos. Esta dieta também foi realizada de forma prolongada, passando 
por três gerações diferentes (F,F, F). Em um outro estudo de 2012, Hennebelle e 
colaboradores demonstraram também em um protocolo de dieta enriquecida com 
AGPIs n-3 por um longo período de exposição aos animais, que o tempo parece ser 
importante para a incorporação desses ácidos graxos no encéfalo destes animais. O 
protocolo também foi feito com gerações diferentes recebendo a dieta enriquecida 
durante muito tempo de vida (2 semanas antes da gestação, durante a gestação e 
lactação, e até 6 meses de vida da geração F), e este trabalho demonstrou um 
aumento significativo nos níveis de DHA no encéfalo dos animais (Hennebelle et al., 
2012). Os resultados desses trabalhos sugerem que o tempo de suplementação 
parece ser de alta importância para um efeito tipo antidepressivo dos AGPIs n-3, 




 Em seguida, avaliamos as cápsulas de OP para confirmar os dados 
fornecidos pelo fabricante, que se mostraram precisos e com uma quantidade 
grande de AGPIs n-3 disponíveis para a suplementação. A análise seguinte foi a 
cromatografia líquida para avaliar a quantificação dos ácidos graxos presentes no 
plasma dos animais. Esta análise foi realizada para confirmação se, após a 
suplementação, EPA e DHA foram absorvidos e disponibilizados corretamente para 
posteriores ações no organismo dos animais. O modelo de diabetização com STZ 
alterou alguns níveis de ácidos graxos, reduzindo concentrações de ácido Palmítico 
e Araquidônico e aumento níveis de Linolénico. Alguns trabalhos mostram que a 
indução do DM por STZ é capaz de alterar os perfis lipídicos de ácidos graxos no 
sistema nervoso central dos animais diabéticos (Müller et al., 1998; Car et al., 2012). 
 Quando observamos os animais DBT tratados com OP, os resultados nos 
mostram que a suplementação com OP foi capaz de reduzir níveis do ácido Oléico e 
dos AGPIs n-6 Linoléico e Araquidônico, e isto condiz com dados da literatura que 
mostram que, a presença de EPA reduz níveis de n-6, pois este AGPI n-3 compete 
pelas enzimas dessaturases da cadeia de síntese dos AGPIs n-6 e estes ácidos 
graxos têm sua formação diminuída (Benatti et al., 2004). Isto se confirma quando 
observamos os níveis de EPA e DHA no plasma, os AGPIs n-3 que compõe as 
cápsulas de OP utilizadas para suplementação dos animais. 
 Nos animais tratados com OP, os níveis de EPA e DHA aumentam 
significativamente em relação aos animais NGL e DBT controle. Este aumento nos 
mostra que os AGPIs n-3 provenientes da suplementação foram absorvidos 
corretamente pelo organismo dos animais e estavam disponíveis na corrente 
sanguínea para ações posteriores nos tecidos em que fossem necessários.  
Enquanto nas amostras de hipocampo a razão de AGPIs n-6:n-3 continua constante 
entre os grupos, no plasma a razão n-6:n-3 diminui nos animais DBT tratados com 
OP (razão n-6:n3 é 1:1) quando comparados aos animais NGL (razão n-6:n-3 é 
25:1) e DBT controle (razão n-6:n-3 é 9:1). A razão n-6:n-3 considerada ideal para 
os seres humanos é de 4:1, porém, as civilizações atuais possuem na alimentação 
industrializada rica em gorduras saturadas e AGPIs n-6, uma razão que pode ir de 
20:1 a 40:1, muito mais do que o recomendado. A fonte principal de AGPIs n-6 e n-3 
é a alimentação, e por conta do aumento de alimentos industrializados e com 
grandes quantidades de soja (rica em n-6) na composição, a razão n-6:n-3 vem 




 Os animais NGL que possuem uma alta razão n-6:n-3 têm como única fonte 
de ácidos graxos a alimentação com ração, enquanto os animais tratados com OP, 
que possuem uma disponibilização maior de AGPIs n-3, demonstram uma 
diminuição da razão n-6:n-3, que fica em aproximadamente 1:1, em níveis 
recomendados e considerados saudáveis. 
 A razão n-6:n-3 tem implicações médicas importantes, já que os AGPIs n-6 
possuem um perfil pró-inflamatório que leva a um aumento de citocinas e 
mediadores pró-inflamatórios, enquanto os AGPIs n-3 apresentam características 
anti-inflamatórias com produção posterior de vários agentes anti-inflamatórios, como 
as resolvinas (Simopoulos, 2002), e o aumento no consumo de AGPIs n-6 se 
relaciona com doenças como DM, obesidade, doenças autoimunes, entre outras 
(Yamazaki et al., 2011). A dieta dos animais utilizadas neste estudo (ração) 
apresenta uma razão n-6:n-3 correspondente à dieta das civilizações ocidentais, 
uma razão alta de n-6, que é reduzida nos animais tratados com OP, chegando a 
1:1. 
 O aumento nos níveis de AGPIs n-3 no plasma também gerou um aumento 
nos níveis de insaturação, confirmando mais uma vez que a suplementação cumpriu 
seu papel disponibilizando EPA e DHA na corrente sanguínea para os tecidos, 
mesmo que, no tecido de interesse do nosso estudo, o hipocampo, a incorporação 
não tenha ocorrido. Dado que no presente estudo o EPA aparece em menor 
quantidade do que o DHA nas cápsulas de OP, estes resultados podem contribuir 
para a ausência de efeito sobre o comportamento tipo depressivo e sobre os níveis 
de serotonina no hipocampo dos animais diabéticos. Além disso, outra explicação 
viável é o tempo de suplementação. O tempo de suplementação empregado em 
nosso experimento foi prolongado, mas é provável que o tempo de suplementação 
precisasse ser ainda maior para que houvesse incorporação adequada no tecido 
cerebral. 
 Com o objetivo de estudar um potencial terapêutico da combinação da 
suplementação prolongada com OP e o tratamento com diferentes antidepressivos, 
investigamos os efeitos da associação deste composto rico em AGPIs n-3 com FLX 
ou IMI em ratos diabéticos. No primeiro momento, os experimentos foram realizados 
com a combinação da suplementação com o OP e o tratamento com o 
antidepressivo FLX, um ISRS que, consequentemente, aumenta os níveis de 5-HT 




experimental tratados com VEI que receberam tratamento com FLX (10 mg/ kg) foi 
semelhante a resultados observados anteriormente pelo nosso grupo (da Silva Dias 
et al., 2016), ou seja, houve uma diminuição no comportamento de imobilidade 
passiva e um aumento na frequência de comportamento de natação (Figura 6).  
 Vários estudos têm relacionado o aumento do comportamento de natação no 
TNFM com o aumento dos níveis de 5-HT (Cryan et al., 2002), o que também 
corrobora com nosso resultado das análises neuroquímicas no hipocampo desses 
animais, que mostrou um aumento nos níveis de 5-HT nos grupos que mostraram 
maiores frequências de natação (Figura 8). Curiosamente, animais diabéticos 
tratados com OP e que também foram tratados com FLX (10 mg/kg) também 
apresentaram uma diminuição na frequência de imobilidade e um aumento no 
comportamento de natação em comparação com animais diabéticos tratados com 
VEI que receberam FLX (10 mg/kg), sugerindo um efeito antidepressivo um pouco 
mais pronunciado quando um tratamento combinado (OP/FLX) ocorreu. No entanto, 
essa diferença não apareceu quando olhamos para os resultados das análises 
neuroquímicas pois, entre esses mesmos grupos (OP/FLX 10 e VEI/FLX 10), não 
houve diferença nos níveis de 5-HT no hipocampo. 
 Todos esses resultados podem sugerir que este efeito antidepressivo um 
pouco mais pronunciado do grupo tratado com OP e FLX em relação ao grupo 
VEI/FLX não tenha sido proveniente dos AGPIs n-3 da suplementação. Apesar 
dessa falta de efeito observada em nosso estudo sobre os níveis de 5-HT no grupo 
de animais diabéticos tratados com OP, é importante mencionar que não há 
surpresa que exista de fato uma relação direta entre 5-HT e AGPIs n-3, e como o 
perfil antidepressivo dos AGPIs n-3 parece ser semelhante ao da FLX (Laino et al., 
2010). 
 Laino e colaboradores (2010), utilizando animais não diabéticos, observaram 
que uma exposição prolongada a uma dieta rica em AGPIs n-3 produziu efeitos 
semelhantes aos antidepressivos dose-dependentes no TNFM, exibindo um perfil 
comportamental semelhante à FLX. O tratamento com FLX (10 mg/kg/dia) produziu 
efeitos aditivos em combinação com a suplementação de AGPIs n-3 (0,72 
mg/kg/dia). Efeitos benéficos da suplementação com AGPIs n-3 (410 mg de EPA e 
290 mg de DHA), combinado com doses sub-eficazes de FLX (1 mg/kg/dia) também 
foram observados, sugerindo que os antidepressivos potenciaram os efeitos do tipo 




utilizados nos experimentos aparenta ser de extrema importância para estes efeitos 
benéficos observados no comportamento dos animais. 
 Em relação ao antidepressivo tricíclico IMI, o mecanismo de ação deste 
medicamente consiste em inibir a recaptação de 5-HT e NA e, consequentemente, 
aumentar as concentrações de 5-HT e NA disponíveis na fenda sináptica (Park et 
al., 2015). No entanto, é interessante notar que a IMI tem as características mais 
farmacologicamente desejáveis como inibidor da recaptação de NA (Gillman, 2007).  
 Como previamente mostrado por trabalhos do nosso grupo (de Morais et al., 
2014), no presente trabalho o tratamento com IMI induziu um efeito do tipo 
antidepressivo em animais com DM1 experimental, diminuindo a frequência de 
imobilidade e aumentando a frequência de escalada no TNFM (Figura 7). Este efeito 
parece estar relacionado com um aumento nos níveis de NA como previamente 
observado e amplamente discutido na literatura (Cryan et al., 2002) e como 
mostrado na Figura 8. Como ocorreu após o tratamento com FLX, independente se 
os animais foram ou não pré-suplementados com OP, o aumento nos níveis de NA 
foi semelhante, indicando que esse efeito é uma consequência direta do próprio 
tratamento com IMI. 
 Curiosamente, quando avaliamos a frequência de natação de animais 
diabéticos que receberam tratamentos combinados (OP/IMI), ocorre um efeito tipo 
antidepressivo significativo, sugerindo que a soma dos efeitos discretos induzidos 
pela suplementação com OP ou tratamento com IMI (sem significância estatística) 
pode ter contribuído com este efeito no último grupo. No entanto, nenhum efeito de 
potenciação foi observado nos níveis de 5-HT (Figura 8, painel A). Em camundongos 
não diabéticos, um efeito do tipo antidepressivo proveniente da combinação de uma 
dose baixa de IMI (10 mg/kg) com suplementação de AGPIs n-3 foi observado 
quando os animais foram testados em diferentes modelos animais de depressão, 
tais como o TNFM, o teste da suspensão pela cauda e o teste de alimentação 
suprimida pela novidade (Venna et al., 2009). Os autores discutem que mais de 
cinco semanas de suplementação com uma mistura de AGPIs contendo 70% de 
@*-linolénico induziu efeito do tipo antidepressivo no TNFM, com um aumento 
nos comportamentos de natação e de escalada. Venna e colaboradores (2009) 
também observaram que a suplementação com AGPIs estava associada a um 
aumento no volume do hipocampo, uma super expressão da sinaptofisina e do 




administrados isoladamente ou em combinação com antidepressivos como um 
potencial tratamento de transtornos depressivos.  
 Um ponto muito importante que chama a atenção para esses estudos, 
considerando os resultados contraditórios, é que os efeitos benéficos parecem ser 
altamente dependentes da diferença no tempo de suplementação, fase da vida do 
animal e também da composição dos suplementos. Por exemplo, a suplementação 
de AGPIs utilizada por Venna e colaboradores (2009) continha uma alta 
		
@*-	'	4GH@*-linolênico, mas também 25% de 
ácido Linolénico e 5% de ácido Oléico). Além disso, os possíveis efeitos do tipo 
antidepressivos dos AGPIs n-3 foram previamente discutidos em ratos cronicamente 
alimentados com OP com uma concentração de 27% de AGPIs n-3 (Carlezon et al., 
2005) ou dieta rica em n-3 (Huang et al., 2008).  
  Além da importância da razão entre AGPIs n-3 e n-6 que compõe os 
produtos ricos em AGPIs e utilizados para a suplementação, nós sugerimos com 
estes resultados que os diferentes AGPIs n-3 sejam cruciais para produzir os efeitos 
comportamentais benéficos. Por fim, o tempo de suplementação também parece ser 






















 Em relação à hipótese inicial do estudo pode-se concluir que: 
 
- A suplementação prolongada com OP per se não preveniu o comportamento do 
tipo depressivo de animais diabéticos; 
 
- A suplementação prolongada com OP per se não preveniu a redução de 5-HT e NA 
do hipocampo de animais diabéticos; 
 
- A suplementação prolongada com OP per se não foi suficiente para incorporar os 
AGPIs n-3 no hipocampo de animais diabéticos; 
 
- A suplementação com OP, quando em combinação com o tratamento com os 
antidepressivos, foi capaz de induzir um ligeiro aumento no efeito do tipo 
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